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MediGene Aktiengesellschaft 24. Marz 1998 

M26779 DO/BO/cp 

Arzneimittel zur Vermeidung oder Behandlung von Papillomavirus-spezifischem Tumor 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur Vermeidung oder Behandlung von hu- 
manem Papillomaviren (HPV)-spezifischem Tumor enthaltend mindestens ein Fusionsprotein 
aus mindestens einem LI -Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und mindestens einem E- 
Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder 
Hilfsstoffe, wobei das Fusionsprotein keine Papillomavirus-unspezifischen Epitope enthalt. 

Die Papillomaviren, auch Warzenviren genannt, sind doppelstrangige DNA-Viren mit einer 
GenomgroBe von etwa 8000 Basenpaaren und einem Ikosaeder-formigen Kapsid mit einem 
Durchmesser von ca. 55 nm. Bis heute sind mehr als 100 verschiedene humane Papillomaviru- 
stypen bekannt, von denen einige, z.B. HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-39, HPV- 
45, HPV-52 oder HPV-58, bosartige Tumore und andere, z.B. HPV-6, HPV-1 1 oder HPV-42, 
gutartige Tumore verursachen konnen. 

Elektronenmikroskopische Analysen von BPV-1 und HPV-1 ergaben, daB die Viren aus 72 
pentameren Capsomeren aufgebaut sind, die wiederum aus ftinf Ll-Molekiilen bestehen 
(Baker, T. et al. (1991) Biophys. J., 60, 1445). 

Das Genom der Papillomaviren laBt sich in drei Bereiche unterteilen: Der erste Bereich betrifft 
eine nicht-kodierende Region, die Regulationselemente fur die Transkription und Replikation 
des Virus enthalt. Die zweite Region, sogenannte E-(Early)Region enthalt verschiedene Prote- 
in-kodierende Abschnitte E1-E7, von denen z.B. das E6-Protein und das E7-Protein fur die 
Transformation von Epithelzellen verantwortlich ist und das El -Protein die DNA-Kopienzahl 
kontrolliert. Bei der E6- und E7-Region handelt es sich um sogenannte Onkogene, die auch in 
bosartig entarteten Zellen exprimiert werden. Die dritte Region, auch L-(Late)Region genannt, 
enthalt zwei Protein-kodierende Abschnitte LI und L2, die fur Strukturkomponenten des Viru- 
scapsids kodieren. Das LI -Protein ist zu uber 90% im viralen Capsid vorhanden, wobei das 
Verhaltnis von LI :L2 im allgemeinen 30: 1 ist. 
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HPV-6 und HPV-11 werden u.a. fur Genitalwarzen verantwortlich gemacht, einige Papillo- 
mavirustypen wie HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-39, HPV-45, HPV-52 und 
HPV-58 sind mit bosartigen Tumoren des anogenitalen Traktes assoziiert. In iiber 50% der 
Falle wird HPV-16 mit dem Gebarmutterhalskrebs (Cervixcarcinom) in Verbindung gebracht. 
HPV-16 ist der Hauptrisikofaktor fur die Ausbildung von cervicalen Neoplasien. Daneben 
spielt das Immunsystem eine wichtige Rolle beim Fortschritt der Krankheit. So sind vermutlich 
zellulare Immunantworten und insbesondere Antigen-spezifische T-Lymphozyten wichtig fur 
den Abwehrmechanismus. Es wurde weiterhin gefimden, dafi in hochgradigen cervicalen intra- 
epithelialen Neoplasien (CIN II/III) und cervicalem Tumor das E7-Gen konstitutiv in alien 
Schichten des infizierten Epithels exprimiert wird. Daher wird das E7-Protein als potentielles 
Tumorantigen und als Zielmolekiil fiir aktivierte T-Zellen betrachtet (siehe z. B. 
WO93/20844). Die E7-induzierte zellulare Immunantwort im Patienten ist aber anscheinend 
} nicht stark genug, um den Krankheitsverlauf zu beeinflussen. Die Immunantwort kann even- 
tuell durch geeignete ImpfstofFe verstarkt werden. 

Es konnte nun gezeigt werden, dafi die Expression des LI -Gens bzw. die Coexpression des 
LI- und L2-Gens Virus-ahnliche Partikel (VLPs) bildet. Die VLPs konnten zur Bildung von 
neutralisierenden Antikorpern in verschiedenen tierischen Systemen verwendet werden. Die 
Bildung von virus-neutralisierenden Antikorpern ist jedoch von geringerer klinischer Bedeu- 
tung, wenn die Virusinfektion bereits stattgefiinden hat., da fur die Eliminierung virus- 
infizierter Zellen eine virus-spezifische zytotoxische T-Zell(CTL)-Antwort notwendig zu sein 
scheint. Es wurden daher sogenannte chimare Papillomavirus-ahnliche Partikel (CVLPs) ent- 
wickelt, die aus einem chimaren Ll-E7-Protein bestehen (Muller, M. et al. (1997) Virology, 
234, 93): Einige CVLPs induzieren eine E7-spezifische CTL-Antwort in Mausen, obwohl Ex- 
perimente fehlschlugen, Antikorper durch Immunisieren von Mausen mit CVLPs gegen E7 zu 
induzieren (Muller, M. et al. (1997), supra). Des weiteren scheinen neutralisierende Antikorper 
von HPV-assoziierten Erkrankungen in Patienten die Immunantwort auf verabreichtes Ll- 
Protein zu limitieren (Muller, M. et al. (1997), supra). CVLPs sind jedoch fur die Entwicklung 
eines Impfstoffes nach wie vor interessant, da die iiber MHC-Molekiile der Klasse I- 
prasentierten E7-Proteine von Tumorzellen Zielmolekule von CTLs darstellen wurden. 

Peng et al. (1998) Virology, 240, 147 beschreiben nun CVLPs bestehend aus C- 
terminalverkurztem LI des Rinderpapillomvirus (BPV) und HPV-16E7 4 9-57, welche nach Imp- 
fling von C57Bl/6-Mausen E7-spezifische zytotoxische T-Zellen induzieren und vor dem Aus- 
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wachsen E7-exprimierender Tumore schutzen. Greenstone et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 95, 1800 beschreiben CVLPs bestehend aus HPV-16L1 plus HPV-16L2 flisioniert mit 
dem Vollangen HPV-16E7-Protein, welche nach Immunisierung von C57Bl/6-Mausen vor 
dem Auswachsen epithelialer E7-exprimierender Tumorzellen schutzen, wobei jedoch zyto- 
s toxische T-Zellen nicht nachgewiesen wurden und somit die Induktion der Immunantwort we- 
niger effizient erscheint. 

Die Herstellung von VLPs bzw. CVLPs erfolgt im allgemeinen gentechnisch durch Expression 
der entsprechenden Gene kodierend fur ein oder mehrere L-Proteine bzw. L- und E-Proteine in 

io geeigneten Expressionssystemen. Die entsprechenden Gene sind beispielsweise bei Kirnbauer, 
R. et al. (1994) J. Virol., 67, 6929-6936 beschrieben bzw. uber die EMBL-Datenbank erhalt- 
lich. Die Zugangsnummern lauten z.B. fur HPV18: PAPHPV18; fur HPV31: PAPPPH31; fur 

|J^HPV33: PAPPPH33 oder fur HPV58: PAPPPH58. 

15 Geeignete Expressionssysteme sind beispielsweise gentechnisch veranderte Hefen, z.B. Sac- 
charomyces (cerevisiae), Pichia (pastoris), Kluyvermyces (lactis), Schizosaccharomyces 
(pombe) oder Hansenula (polymorpha) (Carter, J. J. et al. (1991), Virology, 182, 513), Insek- 
tenzellen, wie z.B. Trichoplusia ni High Five (siehe z.B. Muller et al. (1997), supra) oder pro- 
karyotische Zellen (siehe z.B. WO 96/11272). Bei der Herstellung der Partikel in prokaryoti- 

20 schen Zellen fallen diese im allgemeinen in der Zelle aus und bilden sogenannte EinschluBkor- 
perchen (Inclusion Bodies), die anschlieBend renaturiert und in Losung gebracht werden mus- 
sen. Fur die Verwendung der gentechnisch hergestellten Partikel bzw. Capside oder deren 
Vorstufen, den sogenannten Capsomeren, sind nach der Expression weitere Reinigungsschritte 
notwendig. 

25 v 

Ein entscheidender Nachteil der in der Literatur beschriebenen WirkstofFe gegen HPV ist je- 
doch, daB sie zum einen nur eine geringe Wirkung zeigen und zum anderen bis heute keine 
wirksame Immuntherapie von Papillomavirus-spezifischem Tumor gezeigt werden konnte. 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Arzneimittel bereitzustellen, mit dem 
wirksam humaner Papillomavirus-spezifischer Tumor vermieden bzw. behandelt werden kann, 
das einfach hergestellt werden kann und das fur die Zulassung als Arzneimittel geeignet er- 
scheint. 
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Es wurde nun uberraschenderweise geflinden, daB das erfindungsgemaBe Arzneimittel gegen 
HPV-spezifischen Tumor wirksam ist. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Arzneimittel zur Vermeidung oder 
Behandlung von humanem Papillomavirus (HPV)-spezifischem Tumor enthaltend mindestens 
ein Fusionsprotein aus mindestens einem LI -Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und 
mindestens einem E-Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und gegebenenfalls geeignete 
Zusatz- und/oder Hilfsstoffe, wobei das Fusionsprotein keine Papillomavirus-unspezifischen 
Epitope enthalt 

Unter Papillomavirus-unspezifische Epitope im Sinne der vorliegenden Erfindung versteht man 
im allgemeinen Epitope im Fusionsprotein, die durch einen Fremdproteinanteil, durch post- 
-vtranslationale Modifikationen oder durch eine Fehlfaltung der Papillomavirus-spezifischen 
Proteine verursacht werden. 

Die Papillomavirus-unspezifischen Epitope sind beispielsweise eine Ursache dafiir, daB zwar 
neutralisierende Antikorper oder CTL-Immunantworten induziert werden, jedoch ein Papillo- 
mavirus-spezifischer Tumor nicht wirksam vermieden bzw. bekampft werden kann, da durch 
unspezifische Antikorper oder CTLs die immunologische Wirkung abgeschwacht wird oder 
immunologische Nebenwirkungen die Wirkung des eigentlichen Wirkstoffes storen. 

Das erfindungsgemaBe Arzneimittel wirkt vorzugsweise zur Vermeidung oder Behandlung von 
gutartigem oder bosartigem Tumor, insbesondere von Larynx-, Cervix-, Penis-, Vulva- oder 
Analcarcinom, einschlieBlich deren Vorstufen, wie z.B. hochgradige CIN (cervikale intraepit- 
heliale Neoplasie). 

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsform enthalt das erfindungsgemaBe Arzneimittel 
kein Adjuvans, d.h. keine Substanz, die die Immunogenitat des Papillomavirus-spezifischen 
Proteins verstarkt, da insbesondere die Anwesenheit eines L-Proteins vor allem von LI die 
Immunogenitat bereits ausreichend verstarkt. Diese Eigenschaft ist insbesondere bei der Zulas- 
sung als Arzneimittel oder Diagnostikum von Vorteil, da die einzigen von den Zulassungsbe- 
horden zugelassenen immunstimulierenden Materialien zur Zeit Aluminiumsalze sind. Zudem 
werden durch das Weglassen von Adjuvantien und/oder anderen Hilfs- bzw. Zusatzstoffen 
nicht erwiinschte Nebenwirkungen vermieden. 
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r Wie bereits oben erwahnt ist ein weiteres wesentliches Problem bei der Verwendung von Cap- 
siden und Capsomeren als Arzneimittel deren schlechte Loslichkeit. So neigen beispielsweise 
Capside oder Capsomere von HPV-16 zur Aggregation, wodurch die Loslichkeit wesentlich 
verringert wird. Die zum Teil geringe Loslichkeit der Capside bzw. Capsomere flihrt nicht nur 
5 zu einem Verlust an Ausbeute, sondern auch zu einer erschwerten Anwendung als Arzneimit- 
tel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt das erfindungsgemafle Arzneimittel 
daher als einen geeigneten Zusatz- oder HilfsstofF ca. 0,3 bis ca. 4 M, vorzugsweise ca. 0,4 bis ca 
10 3 M, insbesondere ca. 0,5 bis 2 M, vor allem ca. 1 bis ca. 2 M eines Salzes mit einem pH-Wert von 
ca. 7,3 bis ca. 7,45, vorzugsweise ca. 7,4. 

\^-) Der Vorteil dieser Salzlosung ist, dafl das Fusionsprotein in Losung bleibt bzw. fein verteilt als 
Suspension vorliegt, d.h. es bleiben im allgemeinen mehr als ca. 90%, vor allem mehr als ca. 

is 95% des Fusionsproteins in Losung und fallen auch nicht fur einen Zeitraum von mindestens 
ca. 12 Stunden aus. Auch ist das Fusionsprotein durch Zentrifugation bei maximal 5000 g nicht 
wesentlich sedimentierbar. 

Das Salz ist im allgemeinen ein Alkali- oder Erdalkalisalz, vorzugsweise ein Halogenid oder 
20 Phosphat, insbesondere ein Alkalihalogenid, vor allem NaCl und/oder KC1. Die Verwendung 
von NaCl ist insbesondere fur die Herstellung einer pharmazeutischen Formulierung bevorzugt. 

Der pH-Wert des Arzneimittels wird im allgemeinen mit einem geeigneten organischen oder 
f^gj^ anorganischen Puffer eingestellt, wie z.B. vorzugsweise mit einem Phosphat-Puffer, Tris-Puffer 
25 (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), HEPES-Puffer ([4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]- 
ethansulfonsaure) oder MOPS-Puffer (3-Morpholino-l-propansulfonsaure). Die Auswahl des 
jeweiligen Puffers richtet sich im allgemeinen nach der gewlinschten Puffermolaritat. Phos- 
phatpuffer ist beispielsweise fur Injektions- und Infusionslosungen geeignet. 

30 Als weitere Zusatz- und/oder Hilfsstoffe, die beispielsweise zur weiteren Stabilisierung des 
Papillomavirus-spezifischen Proteins in dem erfindungsgemaflen Arzneimittel dienen, eignen 
sich beispielsweise Detergentien, wie z.B. Triton-X-100 oder Natriumdesoxycholat, aber auch 
Polyole, wie z. B. Polyethylenglykol oder Glycerin, Zucker, wie z. B. Saccharose oder Gluko- 
se, zwitterionische Verbindungen, wie z. B. Aminosauren wie Glycin oder insbesondere Taurin 
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r oder Betain und/oder ein Protein, wie z. B, bovines oder humanes Serumalbumin. Bevorzugt 
sind Detergentien, Polyole und/oder zwitterionische Verbindungen. Andere Zusatz- und/oder 
Hilfsstoffe sind Proteaseinhibitoren, wie z.B. Aprotinin, e-Aminocapronsaure oder Pepstatin A. 
Bevorzugt sind solche Zusatzstoffe, die keine immunologischen Nebenwirkungen induzieren. 

5 

Unter den Begriffen L1/L2 -Protein und E-Protein versteht man im Sinne der vorliegenden Er- 
findung sowohl die Vollangen-Proteine wie auch deren Mutanten, wie z.B. Deletionsmutanten. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das erfindungsgemaBe Fusionsprotein 

10 ein deletiertes LI -Protein, vorzugsweise ein deletiertes LI - und gegebenenfalls L2 -Protein. Die 
Deletion hat den Vorteil, daB in den deletierten Bereich besonders wirksam andere Proteine, 
beispielsweise Papillomavirus-spezifische E-Proteinsequenzen eingefugt werden konnen, wo- 

^(^durch sich der Anwendungsbereich der erfindungsgemaBen Zusammensetzung erweitern laBt. 
Insbesondere bevorzugt ist ein L-Protein mit einer C-terminalen Deletion und insbesondere ein 

15 C-terminal deletiertes LI -Protein. Die C-terminale Deletion hat den Vorteil, daB die Effizienz 
der Bildung virus-ahnlicher Partikel gesteigert werden kann, da das am C-Terminus lokalisierte 
nukleare Lokalisationssignal deletiert ist. Die C-terminale Deletion betragt daher vorzugsweise 
bis zuca. 35 Aminosauren, insbesondere ca. 25 bis ca. 35 Aminosauren, vor allem ca. 32 bis 
ca. 34 Aminosauren. Beispielsweise ist eine 32 Aminosauren lange C-terminale Deletion des 

20 HPV-16 LI -Proteins ausreichend, um die Bildung von virusahnlichen Partikeln urn das minde- 
stens ca. zehnfache steigern zu konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist auch das E-Protein deletiert, vor allem das 
v ^ ,E6- und/oder E7-Protein. Insbesondere ist es bevorzugt, wenn der C-terminale Teil des E- 
25 Proteins deletiert ist, vorzugsweise der C-terminale Teil des E7-Proteins, da diese Konstrukte 
in Verbindung mit deletiertem L-Protein bevorzugt Capsomere und/oder Capside ausbilden 
konnen. Insbesondere bevorzugt sind Deletionen bis zu 55 Aminosauren, vorzugsweise ca. 5 
bis ca. 55 Aminosauren, insbesondere ca. 32 bis ca. 43 Aminosauren. 

30 Ein besonders bevorzugtes Konstrukt ist beispielsweise E7 mit den N-terminalen Aminosauren 
1 bis ca. 60, da dieses Konstrukt ein Maus-Epitop zur Aktivierung von zytotoxischen T- 
Lymphozyten enthalt, welches im Bereich der Aminosauren 49-57 lokalisiert ist. Ein anderes 
bevorzugtes Konstrukt ist E7 mit den N-terminalen Aminosauren 1 bis ca. 55, welches in Ver- 
bindung mit deletiertem L-Protein Capsomere und Capside bevorzugt bildet, da dieses Kon- 
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strukt E7-spezifische Sequenzen im Bereich der Aminosauren 56-70 vermutlich nicht enthalt, 
welche die Bildung von Capsiden storen konnen. Besonders bevorzugt ist ein um 32 Ami- 
nosauren C-terminal deletiertes LI -Protein von HPV-16, welches mit einem E7-Protein von 
HPV-16 mit den Aminosauren 1-55 oder 1-60 verbunden ist. Diese Konstrukte induzieren 
nicht nur neutralisierende Antikorper oder eine spezifische CTL-Antwort, sondern verhindern 
einerseits die Bildung von Tumoren und verursachen andererseits einen Riickgang von bereits 
bestehenden Tumoren im Tierexperiment. Vor allem E7 mit den Aminosauren 1-60 zeigt eine 
deutliche prophylaktische wie auch therapeutische Wirkung bei Tumoren. Eine besonders be- 
vorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist daher ein LlAE7i. x -Fusionsprotein, 
vorzugsweise in Form eines CVLP S , insbesondere von HPV16, wobei x eine ganze Zahl von 
55 bis einschlieBlich 60 bedeutet, und insbesondere ein LlAE7u 5 5- oder LlAE7i-6 0 - 
Fusionsprotein, 

Zur Herstellung eines sowohl prophylaktisch wie auch therapeutisch wirksamen Arzneimittels 
ist es bevorzugt, wenn das beschriebene Papillomavirus-spezifische Fusionsprotein in Form 
eines Capsids und/oder Capsomers vorliegt, da durch die Capside und/oder Capsomere und 
insbesondere durch den Anteil von L-Protein die Immunreaktion noch deutlich gesteigert wer- 
den kann. Als Fusionsproteine, die zur Capsid- und/oder Capsomerbildung geeignet sind, sind 
daher beispielsweise Fusionsproteine aus deletiertem LI und E7, E6 und/oder El bevorzugt. 

Capside sind im Sinne der vorliegenden Erfindung virale oder virus-ahnliche Strukturen in ei- 
ner im allgemeinen ikosaedrischen Form, die im allgemeinen aus ca. 72 Capsomeren aufgebaut 
sind. 

Capsomere sind im Sinne der vorliegenden Erfindung assemblierte Proteine enthaltend minde- 
stens ein Papillomavirus-Strukturprotein, vorzugsweise LI oder Deletionen von LI. Beispiels- 
weise konnen 5 erfindungsgemaBe Fusionsproteine zu einem Capsomer assemblieren, die wie- 
derum zu einem Capsid assemblieren konnen. 

Fur die Herstellung eines humanen Arzneimittels sind fur die beschriebenen Konstrukte Protei- 
ne bzw. Peptide des humanen Papillomavirus (HPV) und vorzugsweise von HPV-6, HPV-1 1, 
HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-52 und/oder HPV- 
58, insbesondere HPV-16, HPV-18, HPV-31 und/oder HPV-45 geeignet. Vor allem fur die 
Herstellung einer {Combinations Vakzine ist es vorteilhaft, Proteine bzw. Peptide aus verschie- 
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denen HPV-Typen zu kombinieren, beispielsweise eine Kombination von HPV-16 und HPV- 
18 bzw. HPV-18, HPV-31, HPV-45 und HPV-58 im Falle von z. B. Cervixcarcinom oder 
HPV-6 und HPV-1 1 im Fall von z. B. Condylomen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
erfindungsgemaBen Arzneimittels, bei dem eine geeignete Zelle enthaltend einen geeigneten 
Expressionsvektor, der fur das genannte Fusionsprotein kodiert, unter geeigneten Bedingungen 
kultiviert, das Expressionsprodukt isoliert wird und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder 
Hilfsstoffe zugesetzt werden. 

Die Expressionsvektoren konnen beispielsweise prokaryotische oder eukaryotische Expressi- 
onsvektoren sein. Beispiele fur prokaryotische Expressionsvektoren sind fur die Expression in 
/ E. coli z.B. die Vektoren pGEM oder pUC-Derviate (siehe z. B. W096/11272). Beispiele fur 
eukaryotische Expressionsvektoren sind fur die Expression in Saccharomyces cerevisiae z. B. 
die Vektoren p426Met25 oder p426GALl (Mumberg et al. (1994) Nucl. Acids Res., 22, 
5767-5768, Carter, J. J. et al. (1991) supra) und fur die Expression in Insektenzellen z. B. 
Baculovirus- Vektoren, insbesondere das Autographa Californica- Virus, wie in EP-B1-0 127 
839 oder EP-B1-0 549 721 offenbart (siehe z. B. auch WO94/20137), und fur die Expression 
in Saugerzellen z. B. die Vektoren Rc/CMV und Rc/RSV oder SV40- Vektoren, welche alle 
allgemein erhaltlich sind. Es eignen sich jedoch auch kommerziell erhaltliche Baculovirus Ex- 
pressionssysteme wie z. B. der Baculo Gold ™ Transfection Kit von Pharmingen oder das 
Bac-to-Bac™ Baculovirus Expressionsystems von Gibco BRL. Weitere geeignete Expressi- 
onssysteme sind rekombinante Vaccinia- Viren (siehe z. B. WO 93/02184). 

Im allgemeinen enthalten die Expressionsvektoren auch fur die jeweilige Wirtszelle geeignete 
Promotoren, wie z. B. den trp-Promotor fur die Expression in E. coli (siehe z. B. EP-B1-0 154 
133), den ADH2-Promotor fur die Expression in Hefen (Russel et al. (1983), J. Biol. Chem. 
258, 2674-2682), den Baculovirus-Polyhedrin-Promotor fur die Expression in Insektenzellen 
(siehe z. B. EP-B1-0 127 839 oder U.S. 5,004,687) oder den frtihen SV40 Promotor oder 
LTR-Promotoren z. B. von MMTV (mouse mammary tumour virus; Lee et al. (1981) Nature 
214, 228-232). 

Als Wirtszellen eignen sich beispielsweise die E. coli Stamme DH5, HB101 oder BL21, die 
Hefestamme Saccharomyces, Pichia, Kluyvermyces, Schizosaccharomyces oder Hansenula 
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(Carter, J. J. et al. (1991), Virology, 182, 513), die Insektenzellinie Lepidopteran, z. B. von 
Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni, Rachiplusia ou oder Galleria Mellonela oder die tieri- 
schen Zellen COS, CI 27, Vero, 293 und HeLa, die alle allgemein erhaltlich sind (siehe z. B. 
WO94/00152). 

Die kodierenden Nukleinsauren ftir die einzelnen Papillomavirus-spezifischen Proteine konnen 
beispielsweise uber eine PCR(„polymerase chain reaction")-Amplifizierung aus einer Genbank 
isoliert und kloniert werden. Beispielsweise ist das Genom von BPV-1 unter der GenBank Ac- 
cession No. X02346 oder HPV-16 unter der GenBank Accession No. K02718 allgemein er- 
haltlich. Eine HPV-16 Ll-Sequenz ist beispielsweise auch in WO94/05792 offenbart. Die Se- 
quenz des 98 Aminosaure-langen HPV16 E7-Proteins ist beispielsweise bei Seedorf et al. 
(1985) Virology, 145, 181-185 beschrieben. Eine andere Methode, die gewunschten Nuklein- 
■> sauren zu erhalten, ist, die Papillomavirus-spezifischen Gene direkt aus Warzen oder Tumore 
mittels PCR zu isolieren. Geeignete Primer fur die E6- und E7-Gene aus HPV-16 und HPV-18 
sind z. B. in W093/21958 offenbart. Weitere Literaturstellen fur die gewunschten Nukleinsau- 
ren sind beispielsweise Kirnbauer, R. et al. (1994), supra bzw. die oben bereits erwahnten in 
der EMBL-Datenbank hinterlegten Klone. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Expressionsvektor so konstruiert, dafi 
das exprimierte Fusionsprotein um keine weiteren, durch den Vektor verursachte Aminosauren 
verlangert ist. Dies wird beispielsweise dadurch erreicht, daB durch Mutagenese in einer PCR- 
Reaktion mittels geeigneter Primer-Oligonucleotide unerwiinschte Nucleotide, die fur zusatzli- 
che Aminosauren kodieren, entfernt werden (Ho et a. (1989) Gene, 77, 51-59). Auf diese Wei- 
se erhalt man ein Fusionsprotein, welches frei von zusatzlichen Aminosauren und somit frei 
von moglicherweise zusatzlichen Fremdepitopen ist, die immunologische Nebenreaktionen 
bewirken konnen. 

Nach der Expression des beschriebenen Fusionsproteins ist es bevorzugt, dieses weiter zu rei- 
nigen bzw. zu renaturieren. Beispiele von chromatographischen Reinigungsverfahren finden 
sich Hjorth, R. & Moreno-Lopez, L. (1982) J. Virol. Meth., 5, 151; Nakai, Y. et al. (1987) J. 
Gen. Virol., 68, 1891; Hofmann, K. J. et al. (1995) Virology, 209, 506; Rose, R. C. et al. 
(1993) J. Virol., 67, 1936, Sasagawa, T. et al. (1995) Virology, 206, 126 oder WO 95/31532.. 
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Im allgemeinen kann das Arzneimittel oral, parenteral, wie z.B. subcutan, intramuskular oder 
uber die Schleimhaut, in flussiger oder suspendierter Form, in Form eines Elixiers oder als 
Kapseln verabreicht werden, vorzugsweise als Injektions- bzw. Infiisionslosung. Bei den erfin- 
dungsgemaCen Formulierungen kann auf ein Adjuvans verzichtet werden, was besonders vor- 
teilhaft ist. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich daher auf die Verwendung 
der erfindungsgemaBen Formulierung als Injektions- oder Infiisionslosung. 

Injektionslosungen werden im allgemeinen dann verwendet, wenn nur relativ geringe Mengen 
einer Losung bzw. Suspension, beispielsweise ca. 1 bis ca. 20 ml, dem Organismus zugefuhrt 
werden soil. Infiisionslosungen werden im allgemeinen dann verwendet, wenn eine groBere 
Menge einer Losung oder Suspension, beispielsweise ein oder mehre Liter, appliziert werden 
sollen. Da im Gegensatz zur Infiisionslosung bei Injektionslosungen nur wenige Milliliter ver- 
abreicht werden, machen sich geringe Abweichungen vom pH-Wert und vom osmotischen 
Druck des Blutes bzw. der Gewebsflussigkeit bei der Injektion nicht oder nur unwesentlich im 
Hinblick auf die Schmerzempfindung bemerkbar. Eine Verdunnung der erfindungsgemaBen 
Formulierung vor der Anwendung ist daher im allgemeinen nicht erforderlich. Bei der Applika- 
tion groBerer Mengen sollte hingegen kurz vor der Applikation die erfindungsgemaBe Formu- 
lierung so weit verdunnt werden, daB eine zumindest annahernd isotonische Losung erhalten 
wird. Ein Beispiel einer isotonischen Losung ist eine 0,9%-ige Natriumchloridlosung. Bei der 
Infusion kann die Verdunnung beispielsweise mit sterilem Wasser wahrend der Applikation 
z.B. uber einen sog. BypaB erfolgen. 

Die Figuren und die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie zu be- 
schranken. 

Beschreibung der Figuren 

Fig. 1 zeigt eine E7-spezifische CTL-Antwort, die nach der Immunisierung mit 1 jig LlE7i-6 0 
CVLPs erzeugt wurde. Die isolierten Milzzellen von mit LlE7i^ 0 CVLPs (gefullte Zeichen) 
und HBS-Puffer (offene Zeichen) immunisierten Mausen wurden einmal in vitro mit bestrahlten 
RMA-E7-Zellen stimuliert und nach fiinf Tagen in einem Standard vier Stunden 51 Cr- 
Freisetzungszytotoxizitatstest mit folgenden Zielzellen getestet: RMA-E7-Zellen (Quadrate), 
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E7 4 9-57 Peptid-beladene RMA-Zellen (dreieckig) und RMA-Zellen (Kreise). Die Ergebnisse 
sind als spezifische Lyse in % ausgedriickt 

Fig. 2 zeigt das Ergebnis eines Titrationstestes, durchgefuhrt mit einer E7-spezifischen CTL- 
5 Linie, die nach Vaccinierung einer C57BL/6-Maus mit 20 |ig LlE7i^ 0 CVLPs und dreimaliger 
in vitro Stimulation mit RMA-E7 Transfektanten erhalten wurde. Die Peptidkonzentration lag 
zwischen 100 pg und 1 fag/ml. Als Zielzellen wurden 51 Cr-markierte E7 49-57 Peptid-beladene 
RMA-Zellen verwendet. Das Verhaltnis von T-Zellen zu Zielzellen war 30:1. 



10 Fig. 3 zeigt den Schutz von C57BL/6-Mausen gegen das Wachstum von TC-1 Tumorzellen. 
Die Mause (5 pro Gruppe) wurden sx. entweder mit 10 ng LlE7i^ 0 CVLPs (dreieckig), mit 
, 10 jig LI AC VLPs (Kreise) oder mit HBS-PufFer (Quadrate) immunisiert. Zwei Wochen spater 
wurden den Mausen s.c. 6 x 10 4 TC-1 Tumorzellen pro Maus in die linke Flanke inokuliert 
Die Mause wurden zweimal pro Woche kontrolliert. 

15 

Fig. 4 zeigt die Verhinderung des Wachstums von TC-1 Tumor durch LlE7i^ 0 CVLPs. 
C57BL/6-Mausen (5 pro Gruppe) wurden 6 x 10 4 TC-1 -Tumorzellen pro Maus in die linke 
Flanke inokuliert. Zwei Wochen spater wurden die Mause mit einer s c. Injektion von 10 jig 
L1E7k6o CVLPs (Dreiecke), 10 ng LI ACVLPs (Kreise) oder HBS-Puffer (Quadrate) immuni- 
20 siert. 



. Beispiele 

-# 

25 1. Herstellung von chimaren Genen kodierend fur HPV16LlE7-Fusionsproteine 

Der HPV-16L1 offene Leserahmen (ORF) wurde aus dem Plasmid HPV-16-1 14/k-Ll/L2- 
pSynxtVI" (Kirnbauer, R. et al. (1994) J. Virol. 67, 6929) mit der Restriktionsendoniiklease 
Bglll ausgeschnitten und in den Vektor pUC19 (New England Biolabs) in die BamHI-Stelle 
30 kloniert. 



Zur Herstellung von HPV-16L1AC wurden zwei Primer konstruiert, die zu HPV-16L1 ORF 
komplementar sind. Der erste Primer hat die Sequenz 
AAAGATATCTTGTAGTAAAAATTTGCGTCCTAAAGGAAAC 
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und der zweite Primer 

AAAGATATCTAATCTACCTCTACAACTGCTAAACGCAAAAAACG. 

Beide Primer kodieren 5' eine EcoRV Restriktionsenzymschnittstelle. In den stromabwartslie- 
genden Primern folgt auf die EcoRV Stelle ein TAA Translationsstopkodon, um die letzten 34 
Aminosauren des HPV16L1 ORF zu deletieren. Die PCR-Reaktion wurde durchgefiihrt, um 
den gesamten LI ORF und den gesamten Vektor zu amplifizieren. Das lineare Produkt wurde 
mit EcoRV gespalten, mit T4 DNA-Ligase zirkularisiert und E.coli DH5a-Zellen transfor- 
miert. Die Klone wurden auf die Anwesenheit einer EcoRV Stelle analysiert. Das erhaltene 
Konstrukt pUCHP V 1 6L 1 AC wurde benutzt, um den ORF von HPV16E7 1-50 in die EcoRV 
Stelle zu klonieren. 

Zur Klonierung des Fragmentes wurden Primer mit einer 5 'EcoRV Restriktionsenzymschnitt- 
stelle verwendet Es wurde folgendes Primerpaar verwendet: 
AAAAGATATCATGCATGGAGATACACCTACATTGC 
und 

TTTTGATATCGGCTCTGTCCGGTTCTGCTTGTCC. 

Die PCR Produkte wurden mit EcoRV gespalten und in die EcoRV Stelle des modifizierten 
LI -Gens insertiert. 

Zur Eliminierung der EcoRV Stellen wurden zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt, um zwei 
uberlappende Fragmente des Klons pUC-HPV16LlACE7 1-50 zu amplifizieren. Die resultie- 
renden DNA-Fragmente uberlappten an der Position der L1/E7 Grenze („Four Primer PCR", 
Ho, S. N. et al (1989) Gene 77, 51). Jedoch enthielten die Primer nicht die zwei EcoRV Re- 
striktionsenzymschnittstellen. Fragment 1 wurde mit den Primern PI und P2 und Fragment 2 
mit den Primern P3 und P4 hergestellt. 

PI : GTTATGACATACATACATTCTATG (LI) 

P2: CCATGCATTCCTGCTTGTAGTAAAAATTTGCGTCC (E7) 

P3: CTACAAGCAGGAATGCATGGAGATACACC (E7) 

P4 CATCTGAAGCTTAGTAATGGGCTCTGTCCGGTTCTG (E7) 
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Ein Zehntel der gereinigten Produkte wurde gemischt und als Matrize in der PCR-Reaktion mit 
ausschliefilich den Primern PI und P4 benutzt. Das resultierende Produkt wurde mit EcoNI 
(LI) und Hindlll (stromabwarts vom Stopkodon auf den Primer P4) gespalten und benutzt, 
urn ein EcoNI/Hindlll Fragment des klonierten HPV16L1 ORF zu ersetzen. Der resultierende 
Klon unterscheidet sich daher vom Klon HPV16L1ACE7 1-50 durch den Verlust der zwei 
internen EcoRV Restriktionsenzymschnittstellen und der korrespondierenden nicht-HPV Ami- 
nosauren Asp und He zwischen dem LI ORF und E7 und stromabwarts von E7. Die erste 
EcoRV Stelle wurde durch die ursprunglichen LI Aminosauren an dieser Position ersetzt 
(AlaGly). Die zweite EcoRV Stelle wurde durch ein Translationsstopsignal ersetzt. Zusatzlich 
enthalt dieser Klon (HPV16L1AC*E7 1-52) die ersten 52 Aminosauren von HPV16E7. Klon 
HPV16L1AC*E7 1-52 wurde zur Herstellung der Klone HPV16L1AC*E7 1-55, 1-60 und 1- 
65 mit Hilfe des Primers PI in Kombination mit P5, P6 und P7 verwendet 

P5: CATCTGAAGCTTATCAATATTGTAATGGGCTCTGTCCG (E7 1-55) 
P6: 

CATCTGAAGCTTACTTGCAACAAAAGGTTACAATATTGTAATGGGCTCTGTCCG 

(E7 1-60) 

P7: 

CATCTGAAGCTTAAAGCGTAGAGTCACACTTGCAACAAAAGGTTACAATATTGTA 
ATGGGCTCTGTCCG (E7 1-65). 

HPV16L1AC*E7 1-70 wurde mit dem Klon HPV16L1AC*E7 1-65 und den Primern PI und 
P8 hergestellt. 

P8: CATCTGAAGCTTATTGTACGCACAACCGAAGCGTAGAGTCACACTTG 

In alien Fallen wurden EcoNI und Hindlll benutzt, um die korrespondierenden Fragmente zu 
ersetzen. Die Klone wurden durch DNA-Sequenzierung analysiert. 

2. Herstellung von rekombinanten Baculoviren 

Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen wurden als Monolayer oder in Suspensionskultur in TNM- 
FH Insektenmedium (Sigma, Deisenhofen) mit 10% fbtalem Kalberserum und 2 mM Glutamin 
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herangezogen. Rekombinante Baculoviren HPV16L1ACE7 1-x wurden durch Cotransfektion 
von 10 jig der rekombinanten Plasmide und 2 ng von linearisiertem Baculo-Gold DNA 
(Pharmingen, San Diego, CA) in Sf9 Zellen transfiziert. Rekombinante Viren wurden gemaB 
der Angaben des Herstellers gereinigt. Um die Expression zu testen, wurden 10 6 Sf9 Zellen mit 
rekombinantem Baculovirus und einer m.o.i. („multiplicity of infection") von 5 bis 10 infiziert. 
Nach der Inkubation wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS (140 mM NaCl, 2,7 
mM Kcl, 8,1 mM Na2P0 4 , 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2) gewaschen. Die Zellen wurden dann in 
SDS-ProbenpufFer lysiert und durch SDS -Gel chromatographic und Immunoblotassay getestet. 

3. Reinigung von virusahnlichen Partikeln 

Fur die Herstellung von CVLPs wurden Trichoplusia ni (TN) High Five-Zellen bei 27°C bis zu 
einer Dichte von 1-1,5 x 10 6 Zellen pro ml in Ex-Cell 405 serumfreiem Medium gezuchtet 
(JRH, Biosciences, Lennexa, KS). Eine 400 ml Kultur wurde geerntet und mit einer m.o.i. von 
2 bis 5 mit rekombinanten Baculoviren fur eine Stunde mit periodischen Inversionen infiziert. 
Es wurden bis zu 240 ml Medium hinzugegeben und die Zellen wuchsen 3 bis 4 Tage lang. 
AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert und in 10 ml Extraktionspuffer resuspendiert (10 
mM MgCl 2 , 1-50 mM CaCl 2 , 150 mM NaCl, 20 mM Hepes, 0,01% Triton (optional), pH 7,4) 
und fur 45 Sekunden bei 60 Watt beschallt. Nach der Zentrifugation bei 10.000 rpm im Sorvall 
SS34 Rotor wurde das Pellet im 6 ml Extraktionspuffer gelost, fur 30 Sekunden bei 60 Watt 
beschallt und erneut zentrifugiert. Die Uberstande wurden kombiniert und auf einen Zweistu- 
fengradienten aus 40% (w/v) Saccharose und 57,5% (w/v) CsCl aufgebracht. Nach der Zentri- 
fugation in einem SW-28 Rotor bei 27.000 rpm fur zwei Stunden wurden die Interphase und 
die CsCl-Schicht gesammelt, auf eine CsCl-Dichte von 1,38 g/ml justiert und bei 45.000 rpm 
fur 16 Stunden zentrifugiert. Die Gradienten wurden fraktioniert und jede Fraktion wurde 
durch Western Plot mit Anti-HPV16LlmAb Camvirl (Pharmingen, San Diego, CA) getestet. 
Die reaktiven Fraktionen wurden vereinigt und uber eine Ultrafiltration mit Centricon 30 Mi- 
krokonzentrator (Amicon Corp. Beverly, MA) gegen Hepes-Puffer (1 mM Hepes, 149 mM 
NaCl, 0,5 mM KC1, pH 7,2) dialysiert und die Anwesenheit von CVLPs mittels Transmissions- 
Elektronenmikroskopie bestatigt Die Konzentration von LlE7-Protein wurde in einem SDS- 
Gel, welches mit Coomassie blue angefarbt wurde, durch Vergleich mit BSA-Standards unge- 
fahr bestimmt. 



14 



15 



4. Kultivierung von Mauszellen 

Die C57BL/6 abgeleiteten Mauszellen TC-1 sind primare Lungenepithelzellen von C57BL/6- 
Mausen, die durch Transfektion mit den Onkogenen HPV-16 E6 und E7 und c-Ha-ras (Lin , 
K.-Y. (1996), supra) transformiert wurden. RMA (Ljungrenn & Karre (1985) J. Exp. Med., 
162, 1745-1757) und die prozessierungsdefekte Zellinie RMA-S sind C57BL/6 Thymoma- 
Zellen. Die HPV-16 E7 transfizierte RMA-E7 ist in Speidel, K. et al. (1997) Eur. J. Immunol, 
27(9), 2391-2399, beschrieben. Alle Zellen wurden in RPMI-1640, supplementiert mit 10% 
FCS, 2-ME, L-Glutamin und Antibiotika, kultiviert. 0,8 mg/ml G418 (Gibco BRL, Gaithers- 
burg, MD) wurde fiir die Kultivierung von RMA-E7-Transfektanten hinzugegeben. TC-1- 
Zellen wuchsen zusatzlich in Anwesenheit von 0,4 mg/ml G418, 0,2 mg/ml Hygromycin und 1 
mM Natriumpyruvat. 

5. Herstellung von cytotoxischen T-Zell(CTL)-Linien 

10-14 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzzellen prapariert, 2-4x1 0 7 Milzzellen 
wurden mit 10 5 bestrahlten (200 Gy) syngenen RMA-E7-Transfektanten pro ml cokultiviert. 
Nach 5 Tagen wurde der erste 5I Cr-Freisetzungszytotoxizitatstest durchgeftihrt. Fur die Her- 
stellung von CTL-Linien wurden die Milzzellen wochentlich in 24-Lochplatten mit 2xl0 5 be- 
strahlten RMA-E7-Transfektanten pro Loch als Stimulatorzellen und 5xl0 6 bestrahlten (33 
Gy) C57BL/6 Milzzellen pro Loch als Feederzellen restimuliert. 

6. 5 ^r-Freisetzungszytotoxizitatstest 

Fur den 51 Cr-Freisetzungszytotoxizitatstest wurden EfFektor-T-Zellen zu 10 4 51 Cr-markierten 
Zielzellen pro Loch auf einer 96 Lochplatte mit unterschiedlichen Effektorzell zu Zielzellver- 
haltnis (E:T) hinzugegeben. Die Zielzellen wurden mit Na 2 51 Cr0 4 (100 \iCi pro 2 x 10 6 Zellen) 
fur eine Stunde bei 37°C markiert. Das Peptid mit der Sequenz RAHYNIVTF (Aminosaure 
49-57 von HPV-16 E7; Feltkamp, M.C.W. et al. (1993), Eur. J. Immunol., 23, 2242-2249) 
wurde wahrend dieser Inkubation in einer Konzentration von 50 ^iM hinzugegeben. In dem 
Peptidtitrationsstest mit einem konstanten E:T-Verhaltnis wurden die 51 Cr-markierten Zielzel- 
len mit abnehmenden Peptidkonzentrationen (1 *ig - 100 pg pro ml) fur eine Stunde bei 37°C 
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kultiviert bevor die Effektorzellen hinzugegeben wurden. Nach vierstundiger Inkubation bei 
37°C, wurden 50 |il des Uberstandes pro Loch auf eine Lumaplatte (Packard) transferiert und 
getrocknet. Die Radioaktivitat wurde in einem B-Zahler (Trilux Microbeta, Wallac) gemessen. 
Die mittlere spezifische Lyse wurde gemafi folgender Formel berechnet: % spezifische Lyse = 
5 (experimentelle Freisetzung - spontane Freisetzung)/(vollstandige Freisetzung - spontane Frei- 
setzung) x 100, 



7. Induktion von E7-spezifischen zvtotoxischen T-Lymphozvten durch CVLPs 

o 

Es wurden 11 sechs bis sechzehn Wochen alte weibliche C57BL/6 Mause mit 1-20 |ig CVLPs 
ohne Adjuvans durch eine einfache s.c. Injektion immunisiert. Zwei Wochen spater wurden die 
Milzzellen prapariert und mit HPV-16 E7 exprimierenden Transfektanten der C57BL/6 abge- 
leiteten Tumorzelllinie RMA (RMA-E7) als Stimulatorzellen in vitro stimuliert. Nach funftagi- 
5 ger Kultivierung wurde der erste Zytotoxizitatstest durchgefuhrt. 

Die Stimulation der Milzzellen wurde in wochentlichen Intervallen wiederholt. Wie in Fig. 1 
gezeigt, fuhrte die Immunisierung mit 1 \xg von LlACE7i_ 6 o CVLPs, d.h. die Carboxy- 
terminalen 34 Aminosauren von HPV-16 LI wurden durch die Aminosauren 1-60 von HPV-16 
o E7 ersetzt, zu einer starken E7-spezifischen CTL-Antwort. 

Insgesamt wurde nach funf Tagen eine spezifische Lyse von RMA-E7 Transfektanten zwischen 
7,7% und 54,7% (Mittelwert 33,6%; E:T-Verhaltnis 8:1-33:1) beobachtet. Die durch- 
f schnittliche Lyse nach der zweiten Stimulation war zwischen 35,8% und 57,8% (Mittelwert 
5 45,3%; E:T-Verhaltnis 8:1-44:1). Wenn die Mause nur mit 1 ^g L1ACE7^ 0 CVLPs immuni- 
siert wurden, wurde durchschnittlich nach 5 Tagen Kultivierungszeit eine geringere Reaktivitat 
von E7-spezifischen CTLs beobachtet (7,7-49,5%; Mittelwert 28,5%) als nach Immunisierung 
mit 5 \xg (17,2-44,7%; Mittelwert 33,9%) oder 20 ng (26,0-54,7%; Mittelwert 38,5). Die 
Milzzellen von den Kontrollmausen (vakziniert mit HBS-Puffer) zeigten keine E7-spezifische 
o Reaktivitat nach flinf Tagen (0,3 - 8,9%, Mittelwert 3,4%, E:T-Verhaltnis 4:1-9:1). 

L1ACE7 I _ 60 CVLP enthalt ein bekanntes H2-D b -T-Zellepitop des E7-Proteins (E7 49 -57, Felt- 
kamp, M.C.W. et al. (1993), supra). Um die erhaltene E7-Spezifitat der CTLs zu bestatigen, 
wurden sie daher gegen RMA-Zellen getestet, die mit dem Peptid E7 4 <>-57 beladen sind. CTLs, 
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die RMA-E7 Transfektanten erkennen, zeigten eine spezifische zytotoxische Aktivitat gegen 
E7 4 9-57 RMA oder RMA-S Zielzellen. Die gemessene spezifische Lyse variierte zwischen 21,2- 
25% nach fiinf Tagen (E:T-Verhaltnis 8:1-15:1, s. Fig. 1). In dem durchgefuhrten Peptidtitra- 
tionstest wurden nach der dritten Stimulation RMA-S Zellen nach Beladung mit E7 4 9-57 bei 
einer Konzentration von 1 jig/ml zu 70,5% bzw. 71,4% (zwei CTL-Linien wurden getestet) 
lysiert (E:T-Verhaltnis 40:1, s. Fig. 2). Sogar wenn RMA-S-Zellen mit so wenig wie 100 pg 
pro ml von E7 4 9_ 5 7 Peptid versehen wurden, wurde eine spezifische Lyse von 36,2% und 47,2% 
erhalten. CTLs, welche mit einem Kontrollpeptid, d.h. dem Influenzavirus-Nucleoprotein- 
abgeleiteten Peptid mit den Aminosauren 366-374, die ein D b -CTL-Epitop reprasentieren, be- 
laden sind, wurden nicht erkannt. Milzzellen, die aus C57BL/6-Mausen nach Behandlung mit 
LlACE7i_ 55 CVLPs (E7-Sequenz um fiinf Aminosauren verkurzt) isoliert wurden, erkannten 
nicht RMA-E7-Zellen, sogar wenn die Mause mit einer ansteigenden Dosis bis zu 250 |ig vak- 
ziniert wurden. 

Aus diesen Daten wird geschlossen, daB die CTLs durch LlACE7i^ 0 CVLPs induziert wurden, 
E7-spezifisch sind und das Peptid E7 4 9-57 mit hoher Affinitat erkennen. In einer FACS-Analyse 
von reprasentativen CTL-Linien wurden die CTLs als CD8-positiv typisiert. 

8. Verhinderung des Wachstums eines syngenen E7-exprimierenden Tumors in C57BL/6 Mau- 
sen 

Um zu bestimmen, ob die Vaccinierung mit LI ACE7i^ 0 CVLPs eine effektive Immunitat gegen 
syngene Tumorzellen (TC-1, Lin, K-Y. (1996), Cancer Res. 56, 21-26) induzieren, wurden 
Tumorschutzexperimente durchgefuhrt. C57BL/6 Mause (3-5 pro Gruppe) erhielten 1 s.c. 
Injektion von 10 \xg L1ACE7^ 0 CVLPs, 10 \xg L1ACE7!. 55 CVLPs, 10 jig L1AC VLPs oder 
ein aquivalentes Volumen an HBS-Puffer ohne Adjuvans. Zwei Wochen nach der Immunisie- 
rung wurden den Mausen 6 x 10 4 TC-1 Zellen, suspendiert in 200 |il PBS, in die linke Flanke 
inokuliert. 2 Monate lang wurde die Tumorgrofle zweimal pro Woche gemessen bis die Mause 
getotet wurden. 

Die Ergebnisse aller Experimente sind in der Tabelle 1 zusammengefaBt. Die gesamte Tumo- 
ranwachesrate in den Mausen, die mit HBS-Puffer, L1AC VLPs oder LlACE7i. 55 CVLPs 
vakziniert wurden, war durchschnittlich 80,5%. Die Vaccinierung mit LI AC CVLPs schutzte 
nicht gegen den Tumor, obwohl ein verzogertes Tumorwachstum beobachtet wurde (s. Fig. 3). 
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Dagegen schutzte die Vaccinierung von Mausen mit LlACE7i^ 0 CVLPs gegen Tumorwachs- 
tum: nur eine Maus (1/13) entwickelte einen kleinen, langsam wachsenden Tumor nach 38 
Tagen, welcher innerhalb einer zweimonatigen Periode zunickging. 



5 Milzzellen von HBS- oder LlAC-VLP-vaccinierten Mausen, welche TC-1 Tumore entwickel- 
ten, zeigten keine oder nur geringe Levels einer E7-spezifischen CTL-Antwort, unabhangig 
davon, ob die Mause Tumore entwickelt hatten oder nicht. Nach der 2. Stimulation wurde eine 
E7-spezifische Lyse von RMA-E7 Zielzellen zwischen 0-21% in tumortragenden Mausen 
(Mittelwert 14%, E:T-Verhaltnis 5:1-24:1), und zwischen 0 und 22,2% (Mittelwert 10,4%, 

10 E:T-Verhaltnis 7:1-40:1) in tumorfreien Mausen beobachtet. Im Gegensatz dazu wurden in 
Mausen, welche nach Immunisierung mit CVLP LlACE7i_ 6 o vom Tumorwachstum geschtitzt 
wurden, E7-spezifischen CTL-Antworten zwischen 29,1 und 49,8% (Mittelwert 36,9%, E:T- 

f^H^Verhaltnis 1 1 : 1-24: 1) nach der 2. Stimulation festgestellt. 

is Weiterhin wurde analysiert, ob die Vaccinierung zu einer Regression von bereits existierenden 
Tumoren fuhrt. Zwei Wochen nach der Inokulation von 6 x 10 4 TC-l-Zellen (s.c.) erhielten die 
Mause (5 pro Gruppe) eine einzige Injektion von 10 jig LlACE7i_ 6 o CVLPs, 10 jig VLP L1AC 
oder HBS-Puffer ohne Adjuvans. In diesem Experiment (s. Fig. 4) war die Tumorentwicklung 
von Kontrollmausen, die entweder mit HBS behandelt oder mit VLP LI AC immunisiert wur- 

20 den, nur 60% (3 von jeder Gruppe, 6/10). Jedoch generierten alle Mause (5/5), die mit 
LlACE7i_6o CVLPs vakziniert wurden, eine Immunantwort gegen die etablierten Tumore und 
blieben zwei Monate lang nach der Tumorzellinjektion tumorfrei. 
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5 Patentanspriiche 

1. Arzneimittel zur Vermeidung oder Behandlung von humanem Papillomavirus (HPV)- 
spezifischem Tumor enthaltend mindestens ein Fusionsprotein aus mindestens einem Ll- 
10 Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und mindestens einem E-Protein eines oder 

mehrerer Papillomaviren und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder FElfsstoffe, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein keine Papillomavirus-unspezifischen Epitope 
enthalt. 

l ^k\^- Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der Tumor ein Larynx-, Cer- 
vix-, Penis-, Vulva- oder Analcarcinom ist. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Arzneimittel kein 
Adjuvans enthalt. 

20 

4. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, da!3 der Zusatz- oder 
Hilfsstoff ca. 0,3 bis ca. 4 M, vorzugsweise ca. 0,4 bis ca 3 M, insbesondere ca. 0,5 bis 2 M, 
vor allem ca. 1 bis ca. 2 M eines Salzes mit einem pH-Wert von ca. 7.3 bis ca. 7,45, vor- 
zugsweise ca. 7,4 ist. 

25 

^A5. Arzneimittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Salz ein Alkali- oder Er- 
dalkalisalz ist, vorzugsweise ein Halogenid oder Phosphat, insbesondere ein Alkalihaloge- 
nid, vor allem NaCl und/oder KC1. 

30 6. Arzneimittel nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert mit einem 
Puffer eingestellt wird, vorzugsweise mit einem Phosphat-Puffer, Tris-Puffer, HEPES-Puffer 
oder MOPS-Puffer. 

7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daB das L-Protein ein 
35 deletiertes L-Protein ist, vorzugsweise ein deletiertes LI- und/oder L2-Protein. 
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Arzneimittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das L-Protein ein C-terminal 
deletiertes L-Protein ist, insbesondere ein C-terminal deletiertes LI -Protein. 

Arzneimittel nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB bis zu ca. 35 Aminosau- 
ren vom L-Protein deletiert sind, vorzugsweise ca. 25 bis ca. 35 Aminosauren, insbesondere 
ca. 32 Aminosauren. 

Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB das E-Protein ein 
deletiertes E-Protein ist, vor allem ein deletiertes E6- und/oder E7-Protein. 

Arzneimittel nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das deletierte E-Protein ein 
C-terminal deletiertes E-Protein ist, vorzugsweise ein C-terminal deletiertes E7-Protein. 

Arzneimittel nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB bis zu ca. 55 Ami- 
nosauren deletiert sind, vorzugsweise ca. 5 bis ca. 55 Aminosauren, insbesondere ca. 38 bis 
ca. 43 Aminosauren. 

Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionspro- 
tein in Form eines Capsids und/oder Capsomers vorliegt. 

Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-13, dadurch gekennzeichnet, daB das HPV ausge- 
wahlt ist aus HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, 
HPV-42, HPV-45, HPV-52 und/oder HPV-58. 

Arzneimittel nach Anspruch 14 in Form einer Kombinationsvakzine, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Papillomaviren ausgewahlt sind aus HPV-16 und HPV-18 oder HPV-18, HPV- 
31, HPV-45 und HPV-58 oder HPV-6 und HPV-11. 

Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-15, dadurch gekennzeichnet, dafl das Fusionspro- 
tein ein LI ACE7i_ x -Fusionsprotein, vorzugsweise in Form eines CVLP, insbesondere 
von HPV-16 ist, wobei x eine ganze Zahl von 55 bis einschlieBlich 60 bedeutet. 

Arzneimittel nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein ein 
LI ACE7U55- oder LlACE7uso-Fusionsprotein ist. 
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Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach einem der Anspriiche 1-17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi eine Zelle enthaltend einen Expressionsvektor, der fur das genannte 
Fusionsprotein kodiert, unter geeigneten Bedingungen kultiviert, das Expressionsprodukt 
isoliert wird und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und Hilfsstoffe zugesetzt werden. 

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB der Expressionsvektor keine 
Nukleinsauresequenzen enthalt, die das genannte Fusionsprotein bei der Expression um 
weitere Aminosauren verlangern. 
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Zusammenfassung 



Arzneimittel zur Vermeidung oder Behandlung von humanem Papillomavirus (HPV)- 
spezifischem Tumor enthaltend mindestens ein Fusionsprotein aus mindestens einem Ll- 
Protein eines oder mehrerer Papillomaviren und mindestens einem E-Protein eines oder mehre- 
rer Papillomaviren und gegebenenfalls geeignete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe, wobei das Fu- 
sionsprotein keine Papillomavirus-unspezifischen Epitope enthalt. 
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FIG. 3 
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Tumor Protektion nach Immunisierung mit LIACET^qCVLPs 
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